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© Liposomen mit positiver UberschuBladung 

(§7) Es werden neue Uposomenstrukturen beschrieben, die 
dadurch gekennzeichnet sind, daft sie mindestens 1 Mol-% 
einer erne positive GberschuBladung aufweisenden Verbin- 
dung der allgemeinen Formel (I) enthalten 

CH 
i 

(CH 
f 

in der 

R, Alkoyl oder Alkyl mit je 14 bis 18 C-Atomen r Oleoyl Oder 
Oleyl bedeutet, 

R 2 die gieiche Bedeutung wie R t besitzt (R, aber nicht gleich 
R 2 sein muR) und auRerdem PNN 

! 9 CrU CH, 



O - 
o - 
o - 



R 2 



bedeuten kann, 

R 3 « -0-R v -O-PNN, -O-Gly, NH 3 + , NH 2 CH 3 + , NH(CH 3 ) 2 + 
oder N(CH 3 ) 3 + bedeutet, 

R eine der fur R r R 2 oder R 3 angegebenen Bedeutungen 
besitzt, und 

n eine ganze Zahl von 0 bis 3, und vorzugsweise 0 bedeutet. 
mit der Ma&gabe, daft das Molekul eine der genannten 
Gruppen mit positiver Ladung enthalt. 

Aufgrund ihres organspezifischen Verhaltens eignen sich die 
erfindungsgema&en Liposomen sehr gut als Arzneistofftra- 
ger in einer Arzneimittelzubereitung zur Behandlung von 
Erkrankungen im Organ Leber, die ein oder mehrere leberak- 
tive Wirkstoffe in den erfindungsgema&en Liposomen einge- 
schlossen enthalten. 
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PNN = - P-0-CH 2 -CH 2 -N-CH 2 -CH 2 -N-CH 3 



CH. 



CH. 



oder Gly 



O 
I 



Gly = -C-CH 2 -CH 2 -A* , 
worin A = -NH 3 + , -NH 2 CH 3 + , -NH(CH 3 ) + 2 , N(CH 3 )- 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Liposomen mit positiver UberschuBladung, die als Wirkstofftrager bei der Behandlung 
von Lebererkrankungen eingesetzt werden konnen. 

5 Liposomen sind kugelformige Gebilde aus einer oder mehreren Lipiddoppeischichten mit waBrigem Innen- 
raum (Lipidvesikeln). Derartige Blaschen lassen sich durch mechanische Feinstverteilung von Phospholipiden 
(z. B. Lecithin) in waBrigen Medien herstellen. 

Von Banham et aL J- Mol. Biol. 13 (1965) 238-252, wurde beobachtet, daB Phospholipide in Gegenwart von 
Wasser Oberstrukturen ausbilden. In Abhangigkeit von physikalischen Parametern wie Druck, Temperatur und 

io lonenkonzentration formen sich Mizellen, unilamellare bzw. multilamellare Liposomen oder auch einfache 
Lipiddoppeischichten (vgl. Liposomes: From physical structure to therapeutic application (1981), Knight, C. G. 
(Ed.), Elsevier, North Holland Biomedical Press, Kapitel 2: H. Eibl, Phospholipid synthesis, 19-50; Kapitel 3: 
F. Szoka und D. Papahadjopoulos, Liposomes; Preparation and characterization, 51 — 104). Kleine, unilamellare 
Liposomen sind kugelformige Gebilde mit einem Durchmesser von 20 bis 200 nm (vgl. Barenholtz et al., FEBS 

is Lett. 99 (1979) 210-214). Ihr Innenvolumen besteht aus Wasser, das durch die Lipiddoppelschicht nach auBen 
abgegrenzt ist. Je nach Lipophilic oder Hydrophilie konnen Wirkstoffe entweder in der Lipiddoppelschicht oder 
im waBrigen Innenvolumen der Liposomen eingeschlossen und im Organismus uber die Korperflussigkeiten 
transportiert und verteilt werden. 

Aufgrund ihrer Struktur dienen Liposomen in der Biochemie und Molekularbiologie als Membranmodelle. In 

20 den vergangenen Jahren sind auBerdem zahlreiche Arbeiten uber die Eigenschaften von Liposomen und ihre 
Verwendung als Arzneistofftrager veroffentlicht worden (vgl. z. B. H. Schreiner und M. Raeder-Schikorr, Phar- 
mazie in unserer Zeit 11 (1982) 97-108). Bisher publizierte Tierversuche zeigen generell, daB Leber und MHz 
bezuglich der Aufnahme von Liposomen uber andere Organe dominieren. Etwa 8% der Liposomen werden nach 
einer Stunde und etwa 15% nach 24 Stunden in der Leber vorgefunden. Die Unterschiede in der Organvertei- 

25 lung und in der Organanreicherung zwischen Liposomen, die neutral sind oder solchen, die eine 1 0°/oige negative 
UberschuBladung tragen, sind allerdings gering. 

Die mogliche Verwendung von Liposomen in der Medizin zielt im wesentlichen auf die selektive Behandlung 
von Krankheiten ab. Die gewiinschten Wirkungen des in Liposomen eingeschlossenen Wirkstoffes sollen gefor- 
dert werden, die unerwiinschten Wirkungen dagegen vermindert werden (Verbesserung des therapeutischen 

30 Index). Uberzeugend ist ein solches Konzept bei der Behandlung einer isolierten Erkrankung, die auf ein 
bestimmtes Organ beschrankt ist, wobei Lebererkrankungen hierbei eine besondere Bedeutung zukommt. 
Sofern die eingeschlossenen Wirkstoffe ausschlieBlich in die Leber gelangen, nicht aber unspezifisch uber den 
gesammten Organismus verteilt werden, ware die Behandlung des erkrankten Organes eine weitgehend spezifi- 
sche. Die nachfolgenden zwei Beispiele aus der inneren Medizin verdeutlichen diese Vorstellungen und weisen 

35 auf die praktische Bedeutung dieses Prinzips hin: 

Beispiel 1 
Maligne Lebererkrankungen 

40 

Bei der Metastasierung von bosartigen Tumoren kann die Leber den Hauptmetastasierungsort darstellen, 
z. B. im Falle von Brustkrebs oder bei Tumoren des Magen-Darm-Traktes. Die Leber kann aber auch das einzige 
Metastasierungsorgan darstellen, z. B. beim operierten Dickdarmkrebs, der spater zur Lebermetastasierung 
f uhrt Demgegenuber sind primare Leberzellkarzinome ausschlieBlich auf die Leber beschrankt. 

45 

Beispiel 2 
Entzundliche Lebererkrankungen 

so Mit den Interferonen (Ifn) steht erstmals eine Substanzgruppe zur Verfiigung, die bei der Behandlung der 
chronischen Virushepatitis erfolgversprechend ist. Der EinschluB von Ifn in Liposomen und deren quantitativer 
Transport in die erkrankte Leber laBt eine erhebliche Reduktion von Ifn-spezifische Nebenwirkungen erwarten. 
AuBerdem durften die Zeitintervalle fur die Applikation von Ifn wesentlich verlangert werden, moglicherweise 
kann von einer 4 x wochentlichen auf eine 1 x wochentliche Applikation zuruckgegangen werden. 

55 Aufgabenstellung der vorliegenden Erfindung ist deshalb die Bereitstellung von Liposomen, mit denen das 
vorstehend angesprochene Problem eines organspezifischen Wirkstofftransportes gelost werden kann und mit 
denen es moglich ist, eine Verbesserung des therapeutischen Index der in den Liposomen eingeschlossenen 
Wirkstoffe zu erreichen. 

Diese Aufgabe wird mit dem Gegenstand der vorliegenden Erfindung gelost. 

6o Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind neue Liposomenstrukturen, die dadurch gekennzeichnet, sind, 
daB sie mindestens 1 Mol-% einer eine positive UberschuBladung aufweisenden Verbindung der allgemeinen 
Formel (I)enthalten 
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CH, — O— R, 
I 

CH — O— R, 

I 

(CH-0-R)„ 
I 

CH,— R, 



in der 

Ri Alkoyl Oder Alkyl mit je 14 bis 18 C-Atomen,Oleoyl oder Oleyl bedeutet, '° 
R 2 die gleiche Bedeutung wie R, besitzt (R, aber nicht gleich R 2 sein muB) und auBerdem PNN 

0 CH, CH, 

III 
PNN = — P — O — CH, — CH 3 — N + — CH, — CHj — N + — CH, 

1 I I 

O CH, CH, 



oder Gly 



20 



O 
II 

Gly= — C — CH 2 — -CHj — A + 25 
worin 

A = -NHj*. -NH 2 CH 3 *. -CH(CH 3 ) +2 , N(CH 3 )* 3 bedeuten kann, 

R 3 = 0-R..-0- PNN, -0-Gly.NH 3 -,NH 2 CH 3 *,NH(CH 3 ) 2 - oder N(CH 3 ) 3 + bedeutet, M 
R eine der fur R,, R 2 oder R 3 angegebenen Bedeutungen besitzt, und 

n eine ganze Zahl von 0 bis 3, und vorzugsweise 0 bedeutet, mit der MaBgabe, daB das Molekiil eine der 
genannten Gruppen mit positiver Ladung enthalt 

Aus der DE-A-27 52 553 sind phospholipidartige Verbindungen und Verfahren zu ihrer Herstellung bekannt 
DK,!, me S f tr 0 uktur a"fweisen, die mit der vorstehend genannten Formel (I), worin einer der Reste R. R,. R 2 oder R 3 ' 
PNN umfaBt, vergleichbar sind. 

Es wurde nun uberraschenderweise gefunden, daB Liposomen aus Lipidgemischen, die wenigstens 3 Mol-% 
einer Verbindung der allgemeinen Formel (I) enthalten. ein organspezifisches Verhalten als Arzneistofftrager 
tV e ,Z Vorzu ^weise enthalten die erfindungsgemaBen Liposomen 1 bis 30 Mol-%, und insbesondere 5 bis 15 
Mol-% einer Verbindung der allgemeinen Formel (I), wobei die Liposomen auch Gemische aus einer oder 
mehreren Verbindungen der allgemeinen Formel (I) enthalten kdnnen 

Die nachstehende Tabelle 1 zeigt, daB fur PH]-Inulin markierte erfindungsgemaBe Liposomen die eine eine 
positive UberschuBladung aufweisende Verbindung der allgemeinen Formel (I) enthalten, der Gehalt an r^Hl-In- 

Prn.^ff at U ^^Hi S , na r rT StU u" J de auf Wen J ger a ' S 1% zurii ckgegangen ist. Ein auBerordentlich hoher 
Prozentsatz an [^Hj-Inulin f.ndet s.ch dagegen in der Leber: nach 1 Stunde 67%, nach 24 Stunden 54<M> und nach 

J.r£n ZT?^ Z ° r ?*™ Z ie Lunge ' Niere> Herz und Gehirn kann Inulin ™ht nachgewiesen 
werden Deshalb s.nd d.ese Organe in Tabelle 1 nicht aufgefiihrt. Selbst in der Milz, die als Teil des phLozytie- 
renden Systems Liposomen normalerwe 1S e gut aufnimmt. werden Liposomen uberraschenderweise nicht gefun- 
t^XS^SS^^^ 2 VerdeUUiCht - in dCr diC Wnu.inaufnahmen fOr B.ut. Lebe r und 
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Tabeiie i 

Vergleich der [ 3 H]-Inulinaufnahme nach EinschluB in Liposomen verschiedener Oberflachenladung und nach 

Gabe von freiem [ 3 H]-Inulin 



Lipide 
(Mol/Mol) 


Zeii 


Blut 


Leber 


Milz 


(Sid.) 


(% der applizierten Menge) 




PPGPC/Chol 


1 


59 


11 


3 


60/40 


24 


3 


20 


5 




72 


0 


17 


2 


PPGPC/PPGPG/Cho! 


1 


64 


7 


1 


50/10/40 


24 


8 


16 


1 




72 


0 


11 


2 


PPGPC/NVChol 


1 


1 


67 


2 


50/10/40 


24 


0 


54 


0 




72 


0 


45 


0 


freies [ 3 H]-inulin 


1 


0.6 


0 


0 


24 


0 


0 


0 



Die Verteilung in den Organen ist in Prozent der applizierten Menge an Inulin angegeben. Fur einen groBen 
Dosisbereich (bis 1 mMol pro kg Korpergewicht) ist die Aufnahme an [ 3 H]-Inulin in NMR-I M a u sen fast linear. 
Freies Inulin hat den Blutkreislauf bereits nach 1 Stunde verlassen und wird vollstandig uber die Niere ausge- 
schieden. Die verschiedenen Abkiirzungen bedeuten: Std. - Stunde; PPG PC = 1.2-Dipalmitoyl-sn-glycero- 
3-phosphocholin; Choi - Cholesterin; PPGPG - l.2-DipalmitoyUsn-glycero-3-phospho-sn-l -glycerin, 
Na + -Salz; N + = ein positives, zweikettiges Lipid aus der allgemeinen Formel (1). 



Tabelle 2 



Vergleich der [ 3 H]-lnulinaufnahme nach EinschluB in Liposomen in Prozent pro g Frischgewicht Alle anderen 

Angaben entsprechen denen in Tabelle 1 



Lipide 
(Mol/Mol) 


Zeit 


Blut 


Leber 


Milz 


(Std.) 


(% der appl. Menge pro 


g Frischgew.) 


PPGPC/Chol 


1 


26 


8 


19 


60/40 


24 


2 


15 


38 


PPGPC/PPGPG/Chol 


1 


35 


6 


11 


50/10/40 


24 


4 


13 


18 


PPGPC/NVChol 


1 


0 


37 


11 


50/10/40 


24 


0 


31 


0 


freies [ 3 H]-Inulin 


1 


0.6 


0 


0 


24 


0 


0 


0 



Aus den in den vorstehend angegebenen Tabellen 1 und 2 angegebenen Werten ist ersichtlich, daB mit den 
erfindungsgemaBen Liposomen aus zweikettigen lipophilen Strukturen, die eine eine positive OberschuBladung 
aufweisende Verbindung der allgemeinen Formel (!) enthalten, eine ausschlieBliche Anreicherung des Wirkstoffs 
in der Leber moglich ist. Diese uberraschende Tatsache kann zur Therapie von Lebererkrankungen ausgenutzt 
werden. 

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb auch eine Arzneimittelzubereitung zur Behand- 
lung von Lebererkrankungen in der Leber, die in Liposomen eingeschlossen sind, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Liposomen mindestens 1 Mol-%, vorzugsweise 1 bis 30 Mol-%, und insbesondere 5 bis 15 Mol-%, an eine 
positive OberschuBladung aufweisenden Verbindungen der vorstehenden allgemeinen Formel (I) enthalten, 
worin Rt, R2, R3, R und n die vorstehend angegebenen Bedeutungen besitzen. Die eingeschlossene Wirkstoff- 
menge ist nach oben begrenzt durch die Loslichkeit des Wirkstoffs in Wasser fur wasserlosliche Pharmaka. 

Weiterer Gegenstand ist auch die Verwendung einer Verbindung der allgemeinen Formel (I) zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung von Lebererkrankungen, das einen oder mehrere Wirkstoffe gegen Erkran- 
kungen im Bereich der Leber in Liposomen eingeschlossen enthalt, und worin die Liposomen mindestens 1 
Mol-% einer Verbindung der Formel (I) enthalten. 

Die erfindungsgemaBe Lipide der allgemeinen Formel (I), die zur Herstellung von erfindungsgemaBen Lipo- 
somen zur Anreicherung in der Leber verwendet werden konnen, lassen sich in drei Gruppen unterteilen: 
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A) Phospholipidartige Strukturen, die den naturlicherweise nicht vorkommenden Rest PNN enthalten; 

B) Glycinester von Glyceriden, die vollstandig aus naturlichen Bausteinen aufgebaut sein konnen und die 
den Rest Gly enthalten und 

C) Diacyl- oder Dialkyl-G>-aminohydrochloride, vorzugsweise Diacyl- oder Dialkyl-propandiol-(t,2)-3-ami- 
nohydrochloride, in denen R 3 die vorstehend fur die aligemeine Forme! (I) angegebenen Bedeutungen 5 
besitzt, ausgenommen — O— R|, — O — PNN und — O — Gly. 

Bevorzugte Lipide sind: 

LipideA: 10 
l£-MM-sn-G-3-PNN, l,2-PP-sn-G-3-PNN, l,2-SS-sn-G-3-PNN, l,2-TeTe-sn-G-3-PNN, l,2-HeHe-sn-G-3-PNN 
und 2,2-OcOc-sn-G-3-PNN; oder die entsprechenden Phospholipide auf der Basis von 1,3-Diacyl- oder 1,3-Dial- 
kylglycerinen als Ausgangsprodukten. 

Li P ideB: • n L A A 15 

Verbindungen der Formel (I), worin Ri und R 2 einen vorstehend fur R, angegebenen Rest bedeuten und 

insbesondere die Bedeutung M, P, S, Te, He, Oc wie unter der Gruppe A angegebenen, Oleyl und/oder Oieoyl 

bedeuten, und R 3 der Rest Gly ist, und vorzugsweise R t und R 2 gleiche Reste bedeuten; sowie die von den 

entsprechenden 1,3-Diacyl- oder 1,3-Dialkylglycerinen als Ausgangsprodukte abgeleiteten Verbindungen der 

Formel (1), in denen R| und R 3 die vorstehend fur Ri angegebene Bedeutung besitzen und R 2 den Rest Gly 20 

bedeutet; 

Lipide C: 

Ester und Ether von 1,2-Dihydroxypropylamin, einschlieBlich der methylierten Formen der allgemeinen Formel 
(I), worin R t und R 2 die vorstehend unter den Lipiden B angegebene Bedeutung besitzen, n = 0 ist und R3 die 25 
vorstehend fur die aligemeine Formel (I) angegebene Bedeutung besitzt, mit der Ausnahme von -O-Ri, 
-O-PNNundO-Gly. 

Die Lipide der allgemeinen Formel (I) sind bekannt oder konnen analog zu bekannten Lipiden mit ahnlicher 
Struktur unter Verwendung von an sich bekannten Reaktionsschritten dargestellt werden. 30 

Die Verbindungen der Lipidgruppe A konnen z. B. nach den fiir derartige Verbindungen in der DE- 
A-27 52 553 angegebenen Verfahren hergestellt werden. 

Die Verbindungen der Lipidgruppe B konnen durch Acylierung eines entsprechend substituierten Glycerinde- 
rivats (z. B. von 1,2-Dialkoyl-sn-glycerin) mit einem durch eine Schutzgruppe substituierten Glycerin, vorzugs- 
weise mit N-a-Z-Glycerin, Abspaltung der Schutzgruppe, insbesondere katalytische Abspaltung der Z-Schutz- 35 
gruppe und gegebenenfalls nachfolgende Methylierung der Aminogruppe erhalten werden. 

Zur Herstellung der Verbindungen der Lipidgruppe C werden zunachst, ausgehend von 3-Halogen-l,2-pro- 
pandiol, vorzugsweise von 3-Brom-l^-propandiol, die entsprechenden 1,2-Diester oder Diether hergestellt, was 
nach an sich bekannten Veresterungs- oder Veretherungsmethoden durchgefuhrt werden kann; die so erhalte- 
nen 1,2-Dialkyl- oder -Diacylderivate werden dann durch Umsetzung mit Ammoniak oder einem entsprechen- 40 
den N-Methylamino-, N,N-Dimethylamino- oder N,N,N-Trimethylaminohydrochlorid hergestellt. 

Bei den vorstehend angegebenen Herstellungsverfahren fur die Verbindungen der allgemeinen Formel (I) 
arbeitet man vorzugsweise mit den in den Beispielen zur Herstellung erfindungsgemaBer Verbindungen angege- 
benen allgemeinen Verfahrensweisen und unter den dort angegebenen Reaktionsbedingungen. 

Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Liposomen mit positiver OberschuBladung werden die einzelnen 45 
Liposomen-Komponenten, z. B. PPGPC, Choi und N\ wobei N* eine oder mehrere erfindungsgemaBe Lipide 
der allgemeinen Formel (I) darstellt, in einem geeigneten Losungsmittel, vorzugsweise unter Erwarmen, gelost, 
um eine homogene Vermischung der Komponenten zu erreichen. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt 
und der feinverteilte Lipidfilm wird mit einer waBrigen Pufferlosung (als waBrige Pufferlosung konnen alle 
physiologisch verwendbaren Losungen eingesetzt werden) versetzt. AnschlieBend wird das Gemisch unter 50 
milder Agitation ca. 1 Stunde lang auf einer Temperatur gehalten, die im allgemeinen etwa 5°C uber der 
Hauptumwandlungstemperatur der Lipide liegt, z. B. bei ca. 50°C 

Die vorgetemperte Lipidsuspension wird dann in die Druckzelle einer French-Press (Firma Amico, Silver 
Spring, USA) uberfuhrt. Die French-Press besteht aus einer hydraulischen Presse und einer Standarddruckzelle 
aus Stahl mit einem maximalen Fullvolumen von 40 ml. Nach VerschlieBen der Druckzelle wird der Druck auf 55 
20 000 psi erhoht und die Liposomendispersion unter konstantem Druck durch einen schmalen AuslaB gepreBt 
Der Vorgang wird mindestens dreimal wiederholt. Nach Zentrifugation der Liposomendisperion (Sorvall RC- 
5B: 5°C, 30 Minuten bei 27 000 g) wird der Oberstand vom Sediment abgehoben. Er enthalt die Liposomen, die 
nun fur die verschiedenen Verwendungen und Untersuchungen, z. B. zur Herstellung einer erfindungsgemaBen 
Arzneimittelzubereitung (wirkstoffhaltige Liposomen) zur Verfiigung stehen. Die erfindungsgemaBen Liposo- 60 
men konnen ebenso nach anderen Verfahren hergestellt werden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb auch ein Verfahren zur Herstellung von erfindungsgema- 
Ben Liposomen, die mindestens 3 Mol-% einer eine positive OberschuBladung aufweisenden Verbindung der 
allgemeinen Formel (I), worin Rt, R 2 , R3, R und n die vorstehend angegebenen Bedeutungen besitzen, enthalten, 
und das dadurch gekennzeichnet ist, daB man mindestens 3 Mol-% einer Verbindung der allgemeinen Formel (I) 65 
zusammen mit den weiteren Liposomen-Komponenten in einer Menge, die zusammen mit der Verbindung der 
allgemeinen Formel (1) 100 Mol-% ergibt. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel (I) werden dabei vorzugsweise in einer Menge von 1 bis 30 

5 
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Mol-%, undinsbesonderevonSbis 15 Mol-% (Gesamtliposomen - 100 Mol-%) eingesetzt. 

Zur Herstellung einer Arzneimittelzubereitung, die einen oder mehrere Wirkstoffe, die in den erfindungsge- 
maBen Liposomen eingeschlossen sind, enthalten, (Herstellung der wirkstoffhaltigen Liposomen) wird wie folgt 
verfahren: 

Zum EinschluB wasserunloslicher Substanzen wird der Wirkstoff mit den Lipiden in Methylenchlorid oder 
Chloroform gelost; daran anschlieBend wird nach dem vorstehend fur die Herstellung der erfindungsgemaBen 
Leerliposomen beschriebenen Verfahren gearbeitet. 

Zum EinschluB wasserloslicher Substanzen wird* wie vorstehend zur Herstellung der Leerliposomen beschrie- 
ben, der Lipidfilm mit einer Pufferlosung versetzt, die jetzt aber den wasserloslichen Wirkstoff enthalt Anschlie- 
Bend wird, wie bei der Herstellung der Leerliposomen beschrieben, weiter verfahren. Der Oberstand nach der 
Zentrifugation enthalt zusatzlich zu den gefullten Liposomen auch den nicht eingeschlossenen wasserloslichen 
Wirkstoff. Dieser freie Wirkstoffanteil kann von dem in Liposomen eingeschlossenen Anteil durch Gelchroma- 
tographie abgetrennt werden (vgl. Liposomes: From physical structure to therapeutic application (1981), I.e.). 
Vorzugsweise wird eine Aufkonzentrierung der Liposomen durch Ultrafiltration vorgenommen (Firma Amicon 
oder Sartorius). ZweckmaBigerweise wird vor der Verwendung der Liposomen eine Sterilfiltration mit Mem- 
branfiltern durchgeftihrt (Firma Sartorius, Porenweiten 0,2 urn). 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb auch ein Verfahren zur Herstellung einer Arzneimittelzu- 
bereitung, die einen oder mehrere Wirkstoffe enthalt, die in die erfindungsgemaBen Liposomen eingeschlossen 
sind, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man nach dem Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen 
Liposomen, die mindestens 3 Mol-% einer Verbindung der allgemeinen Formel (I) enthalten, arbeitet, und zum 
EinschluB wasserunloslicher Wirkstoffe den Wirkstoff zusammen mit den Lipiden lost und zum EinschluB 
wasserloslicher Wirkstoffe den Lipidfilm mit einer waBrigen Pufferlosung versetzt, die den wasserloslichen 
Wirkstoff enthalt. 

Vorzugsweise sollen die Wirkstoffe in die Leber transportiert werden. Es werden vorzugsweise ein oder 
mehrere Wirkstoffe ausgewahlt, z. B. aus der Gruppe der Zytostatika (Hexadecylphosphocholin, t-Octadecyl- 
2-methyl-rac-glycero-3-phosphocholin, 5-Fluorourazil, Epirubicin, Adriamycin, cis-Platinkomplexe, Novantron), 
aus der Klasse der immunmodulierenden Substanzen (Interferon a, MAF = macrophage activating factor), 
antimykotisch wirksame Substanzen (Amphotericin B) und Wirkstoffe gegen Protozoenerkrankungen (Malaria, 
Trypanosomen- und Leishmanien-fnfektionen). 

Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern, ohne sie darauf zu beschranken. 

Wenn nicht anders angegeben, beziehen sich Mengen- und Prozentangaben auf das Gewicht, Temperaturan- 
gaben auf die Celsius-Skala. 

Beispiele 

Beispiele zur Herstellung erfsndungsgemaBer Verbindungen der Lipidgruppe A 
Allgemeine Verfahrensweise 
Zur Herstellung der Verbindungen geht man so vor, daB man 

a) eine Verbindung der allgemeinen Formel (I), worin R 3 eine OH-Gruppe bedeutet (nachfolgend als 
Verbindung der allgemeinen Formel (II) bezeichnet) mit POCI 3 in an sich bekannter Weise umsetzt, 

b) das Reaktionsprodukt von Stufe a) in an sich bekannter Weise mit einer Verbindung der allgemeinen 
Formel (III) 

HO - Alk - Hal (HI) 

in der Hal CI, Br oder J bedeutet, umsetzt, 

c) das Reaktionsprodukt von Stufe b) mit einer Verbindung der allgemeinen Formel (IV) 

CH 3 CH, 

I I 
N — CH 2 — CH 2 — N + — CH 3 (TV) 

I I 
CH 3 CH 3 

umsetzt. 

Unter den Verbindungen der allgemeinen Formel (III) werden die bromhaltigen bevorzugt. 

Die Umsetzung von Phosphoroxychlorid mit der Verbindung der allgemeinen Formel (II) in Stufe a) wird 
vorzugsweise in einem inerten organischen Losungsmittel durchgefiihrt. Beispiele fur geeignete Losungsmittel 
sind halogenierte Kohlenwasserstoffe, wie Chloroform und Tetrachlorkohlenstoff. aromatische Kohlenwasser- 
stoffe, wie Benzol oder Toluol und aliphatische Kohlenwasserstoffe, wie Petrolether und dergleichen. Ebenfalls 
geeignet sind cyclische organische Losungsmittel, wie Tetrahydrofuran. Bevorzugt werden Trichlorethylen und 
Tetrahydrofuran, da hierbei die entstehenden Salze, wie Triethylamin-hydrochlorid, eine sehr geringe Ldslich- 
keit aufweisen und daher ausfallen und durch Abfiltrieren leicht abgetrennt werden konnen. Die Umsetzung 
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^n tC To g K liC ?no^ ter Feuchti I ke '"ausschluB durchgefuhrt werden. Geeignete Temperaturen liegen im Bereich 
yon - 10 b.s 50 C, vorzugswe.se zw.schen 10 und 30° C. je nach den verwendeten Substanzen und Losungsmit- 
teln kommen jedoch m manchen Fallen auch daruber- und darunterliegende Temperaturen zur Anwendung 
o^aS^^S!!"^^ m AnwesenheU einer inerten organischen Base, wie Triethylamin. Pyridin 
ZweckmaBig lost.man das Phosphoroxychlorid in dem inerten Losungsmittel und gibt die Base zu. Dann wird 
^«!, r ,.' n n Ung r, a,l S emeinen . F ormel(H). zweckmaBig ebenfalls in einem inerten Losungsmittel gelost, 
zugesetzt. D.es erfolgt vorzugswe.se durch E.ntropfen unter Riihren. Da die Umsetzungen glau und eindeutig 
ver aufen, kann d.e Temperatur von Fall zu Fall zu gewahlt werden, daB die Umsetzun|direkt nach dem 
Emtropfen beendigt ist, was durch diinnschichtchromatographische Untersuchung leicht festgestellt werden 

Die Stufe b) lauft giatt ab. wenn man das Produkt der Stufe a) mit der Verbindung der allgemeinen Formel (III) 
m.scht. Vorzugswe.se versetzt man hierzu das Reaktionsgemisch mit einer Losung der Verbindung der allgemei- 
nen Formel (III) ,n Gegenwart e.ner organischen Base, wie Triethylamin. Bevorzugt erfolgt die Umsetzung bei 
Temperaturen zw.schen 20 und 60°C unter Verwendung von Tetrahydrofuran als Losun|smittel. je nach den 
angewandten Bedmgungen betragtd.e Reaktionsdauer im allgemeinen zwischen etwa 20 und 120 Minuten 

Unter den bevorzugten Bedingungen fallt das Hydrohalogenid der Base aus und wird entfernt. Zur Erz'ielung 
;.!alJ t ^ w,r d das , H ydrochlorid nachgewaschen und die Waschfliissigkeit der Reaktionslosung wieder 
zugegeben. Dann w.rd das Ldsungsm.ttel entfernt. Der Ruckstand wird dann gegebenenfalls in Tetrahydrofuran 
gelost und m.t e.ner schwach alkalisch waBrigen Losung, beispielsweise Natriumbicarbonat in Wasser hydroly- 
s.ert. wobe. vorzugswe.se der pH-Wert zwischen 5 und 7 gehalten wird. Dann wird mit einem organischen 
S a ?r l w,e Dnsopropylether oder Chloroform, extrahiert. Man erhalt so die Natriumsalze der Alkyl- 
phosphatidsauren,dies.chgutumkristallisierenlassen. y 
im^m^l" StU . fC C) ' !' SO dk Umse , tzun ? des P^odukts von Stufe b) mit der Aminobase, erfolgt ebenfalls 
^kn&n^,K r e " ^° A SUngSm,U f ln> W ' e beis P ielsw eise Chloroform, primare. sekundare oder tertiare 
kill ?S?° r p am r' ^"""J* Nuromethan oder Wa «er bzw. Gemischen davon. Fur die Umsetzung 
tZZIZa r 5 m P f !" d,,ch ke« der verwendeten Ausgangssubstanzen alle Temperaturen im Bereich 
zwischen dem Festpunkt und dem S.edepunkt des verwendeten Lbsungsmittels bzw. Losungsmittelgemisches in 
nn^Ti « evorzu 8 t erfo| g« d,e Umsetzung bei Temperaturen zwischen Zimmertemperatur undTm Siede 

S ionsn^lf m ' H e ' S - SO Kr"n d bd 5 .°° C diC Umsetzun ^" ^ d er Regel nach 2 bis 8 Stunden beendet Das 
Reakt.onsprodukt w.rd anschl.eBen .sol.ert und kann umkristallisiert werden. Auch eine chromatographische 

Ar g r g TprodZ 6 AUSbCUten Hegen ^ a "* emeinen uber 50% *r Theorie, bezogen auf SSSffS 

Or^n 2i i e „' t H , In h0 D hen ^ USbeUten *" ^ wUn , schtem Prod ^ sind iiberraschend, da bei den vielen funktionellen 
vThSbar war akt, ° nSpartnern das S ,atte Ablaufe " der Reaktion in der gewunschten Richtung nicht 

Die vorstehend angegebenen Verfahrensstufen a), b) und c) werden vorzugsweise wie folgt durchgefuhrt: 

Stufe a) 

A.^h^7i Chl °.| ethylen 6,6 B ??? 3 (a044 Mol) werden in einem Eisbad b e' 0 bis 5°C mit 0.04 Mol eines 
Alkohols der allgeme.nen Formel (II) - gelost in 40 ml Trichlorethylen und 9g Triethylamin T- versetzt 
Handelt es s.ch be. dem Alkohol urn ein Diacylglycerin, so wird zur Vermeidung von XZnderune d« 

SS:i :S d :if 9g Trieth J lamin - "©ml Trichlorethy.enund dann" si t modern 
u.acylgylcerin m 30 ml Tr.chlorethylen versetzt. Man verwendet 25 ml Toluol zum Nachwaschen Man ersetzt 
das E.sbad durch e.n Wasserbad bei 20° C. Die Reaktion ist schon nach 20 Minuten bei 20°C beende, 

Stufe b) 

T«.fr e i 20 H° C f 8ibt ma !l Z o dem Reakt '0"sgemisch von Stufe a) 0,048 Mol Verbindung (III) z B geldst in 75 ml 
M?n^M U S"cS d^ReakSTb" !""! ^Z^l 25 ^^^n zunV NachwasfhTn" Mac 2 

Stufe c) 

M.t dem vorstehend beschriebenen Verfahren werden die nachfolgenden Verbindungen Nr. 1 bis 8 erhalten: 

mUfuSS° y, " Sn " g,yCer " 
C4oH 82 CIN 2 O g P (785.5) 

Nachweis durch DC-Vergleich mit dem 1.2-Dipalmitoylderivat (siehe Substanz 2) 
mon'umch^ 
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C4 4 Hc K) ClN 2 08P(841.6) 
ber. (%): 

C 62,79, H 10,78, N 3,33, P3,68; 
gef.(%): 

C62,54, H 10,71, N3.21. P3,67. . lx . . 

3) i,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phospho-(N,^ 

niumchlorid 
C48H98CIN 2 0 8 P (897.8) 

NachweisdurchDC-Vergieich mitdem l,2-Dipalmitoyldenvat(siehe Substanz 2) 

4) i,2-Dipa1mUoyl-sn-glycero-3-p^ 
C43H 8 7N 2 0 8 P(791.2) 

ber. (%): 

C 65,28, H 11,09, N 3,54, P3,92; 
gef.(%): 

C 65,11, H 11,02, N 3,47, P 3,88. . 

5) 1,2 Dihexadecyl-sn-glycero-3-phospho-(N,N-dimethyl-N- [N'.N',N'-tnmethyl-ethylanimonio]-ethylam- 

moniumchlorid 
C44H94C1N 2 06P(813.7) 

Nachweisdurch DC-Vergleich mitdem 1, 2- Dipalmitoyldenvat (siehe Substanz 2) 

6) l,2-Dioleyl-rac-glycero-3-phospho-(N^^ 
chlorid 

C 48 H98C1N 2 0 6 P (865.8) 
ber.(%): 

C66259 H 11,41, N 3,24, P3,58; 
gef.(%): 

C66,41, H 11,35, N3,19, P3,45. . 

7) i3-Dihexadecyl-glycero-2-phosph 
niumchlorid 
C4 4 H 9 4C1N 2 0 6 P(813.7) 

ber.(%): 

C 64,95, HI 1,65, N 3,44, P3,81; 
gef.(%): 

C 64,79, HI 1,59, N 3,42, P3,69. . 

8) 13-Dioleoyl-rac-glycero-3-phospho-(N,N-dimethy^N•[N^N^N'-t^^methylamlno]-ethylammonlumchlo- 

rid ' 
ber. (%): 

C 66,59, H 11,41, N3,24, P3,58; 
gef.(%): 

C 66,55, H 11,40, N3,ll, P3.55. 

Herstellungder Verbindungen der Lipidgruppe B 

Zur Herstellung dieser Verbindungen werden die N-geschutzten Glycinderivate (N-Z oder N-BOC) in Gegen- 
wart von DCC und Dimethylaminopyridin mit Diacylglycerinen oder Dialkylglycerinen verestert. Die Schutz- 
gruppen werden katalytisch mit Wasserstoff (Pd/C fur die Z-Derivate) oder unter sauren Bedingungen (fur die 
BOC-Derivaten) entfernt. Die so hergestellten Amine konnen in N,N-Dimethylderivate oder N,N,N-Tnmethyl- 
derivate umgewandelt werden (fur N,N-Dimethylderivate: Formaldehyd in Gegenwart von Ameisensaure; fur 
N,N,N-Trimethylderivate:durch Permethylierung mit Dimethylsulfat). 

Am Beispiel der Herstellung eines l,2-Dipalmitoyl-sn-3-glycerinderivates wird das Hersteilungsverfahren 
nachstehend beispielhaft erlauert: 

Acylierung 

1,2-Dipalmitoyl-sn-giyceron (0,1 Mo!) und N-a-Z-Glycerin (0,12 Mol) werden in 200 ml CH 2 C1 2 gelost. Bei 20 
bis 25° C tropft man unter starkem Riihren eine Losung aus Dicyclohexylcarbodiimid (0,12 Mol) und 4-Dimethyl- 
amino-pyridin (0,02 Mol) in 200 ml CH 2 C1 2 ein. Die Reaktion ist nach 2 Stunden beendet. Man filtriert den 
Niederschiag (Dicyclohexylharnstoff) ab und rotiert das Filtrat ein. Der Ruckstand wird an Kieselgel 60 (Merck 
0,2— 0,5 mm) chromatographiert. Als FlieBmittelsysteme haben sich Gemische aus Hexan/Diisopropylether 
10 : 1,5 : 1,2 : 1 und 1 : 1 bewahrt. Die Ausbeute an l,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-glycinester-hydrochlorid betra- 
gen 75 bis 85%. 

l,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-(N-a-Z)-glycinester, 

C45H 7 7NO 8 (760.11) 

ber. (%): 

C 71,1 1, H 10,21. N 1,84, O 16,84; 
gef.(%): 

C 70,99, H 10,15, N 1,78. 
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Katalytische Abspaltung der Z-Schutzgruppe 

U-Dipalmitoyl.sn-glycero.3-(N-a-Z)-glycinester (0,5 Mol) werden in 400 ml eines Gemisches aus 
CHCI 3 /CH 3 OH/Eisessig 300 : 80 : 20 (V/V) gelost. Nach Zusatz von 5 g 5%igem Pd/C-Katalysator wird solange 
m Gegenwart von H 2 geruhrt, bis die H 2 -Aufnahme aufhort (Aufnahme von ca. 1,2 I H 2 ). Man extrahiert gegen 
Wasser und befreit die Chloroformphase vom Ldsungsmittel. Der Ruckstand kristallisiert nach Zugabe von 
Aceton. Die Knstalle werden abgesaugt und getrocknet. Mit 1,3-Diacylglycerinen als Ausgangsprodukt konnen 
1,3-Derivate erhaiten werden. 

Entsprechend wird bei der Herstellung der Dialkylverbindungen verfahren. Ausgangsprodukte sind hier die 
1,2-Dialkylglycenne und 1,3-Dialkylglycerine. 

Methylierung der Aminogruppe 

Das entsprechende Glycinester-Hydrochlorid (0,05 Mol) wird ind 400 ml Dioxan und 100 ml Aminosaure 
gelost Man versetzt mit Paraformaldehyd (t Mol) und erhitzt 2 Stunden unter Riihren und RiickfluB Das 
o ^k^kP" 11 " 61 W,rd im Vakuum entf ernt und der Ruckstand mit Aceton gefallt. Man erhalt 1.2-Dipa!mitoyl-sn-- 
3-(N,N-dimethyl)-glycinester-hydrochlorid in Ausbeuten von etwa 85 bis 95%. 

Permethylierung der Aminogruppe 

Das entsprechende Glycinester-Hydrochlorid (0,05 Mol) wird in 300 ml 2-Propanol und 100 ml CH 2 CI 2 gelost 
Man versetzt mit Dimethylsulfat (0,2 Mol) und tropft unter Riihren bei 30 bis 40° C eine Losung von K 2 C0 3 (0 2 
Mol) in 200 ml H 2 0 em. Nach Eintropfen wird bei 30°C noch 60 Minuten weitergeruhrt. Man versetzt mit 500 ml 
CHC 3 , 500 ml H 2 0 und 600 ml CH3OH. Nach kraftigem Schutteln wird von der Chloroformphase das Ldsungs- 
mittel entfernt und der Ruckstand mit Aceton versetzt. Die weiBe Kristallmasse wird abgesaugt und getrocknet 
rid90bis95% e bCtr * gt diC Ausbeute an ^ 2 " Di Palmitoyl-sn-glycero-3-(N,N,N-trimethyI)-glycinester-hydrochlo- 

Nach diesem Verfahren werden die nachstehend angegebenen Verbindungen Nr. 9 bis 14 hergestellt. 

9) t,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-glycinester, Hydrochlorid 
C37H 72 CIN0 6 (662.4) 
ber. (0/0): 

C 67,09, H 10,96, N2.12; 
gef.(%): 

C 66,98, H 10,93, N2,14 

10) U-Dipalmitoyl-sn.glycero-3-N.N-dimethyl-glycinester, Hydrochlorid 
C 3 9H76CINO 6 (690.5) 

ber. (%): 

C 67,84, H 11,10, N2,03; 
gef.(%): 

C 67,71, H 10,95, N 2,02 40 

11) U2^Dipalmitoyl-sn-glycero-3-N,N,N-trimethyl-glycinester,Chlorid 
C 4 oH 7 8ClN0 6 (704.5) 

ber.(o/o): 

C 68,19, H 11,16, N 1,99; 

gef.(<>/o): 45 
C 68,07, H 11,10, N 1,87. 

12) l,2-Dihexadecyl-sn-glycero-3-N,N,N-trimethyl-glycinester,Chlorid 
C4oH8 2 CIN0 4 (676.6) 

ber.(o/ 0 ): 

C 71,01, H 12,22, N2,07; 50 
gef.(%): 

C 70,89, H 12,14, N 2,07. 

13) 13-Dioleyl-glycero-2-N,N,N-trimethyl-glycinester,Chlorid 
C44H86CINO4 (728.6) 

ber.(%): 55 

C 72,53, H 11,90, N 1,92; 

gef.(%): 

C 72,39, H 11,85, N 1,84. 

14) 13-Dioleoyl-glycero-2-N,N,N-trimethyl-glycinester,Chlorid 

C44H 82 CIN0 6 (756.594) 60 
ber.(%): 

C 69,85, H 10,93, N 1,85; 
gef. (%): 

C 69,78, H 10,82, N 1,81. 
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Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Lipiugruppe C 

Die Lioide werden aus 3-Brom-propandiol-(l,2) durch Acylierung in die entsprechenden Diacylverbindungen 
umgewandelt und dann aminiert. Emsprechende U- Verbindungen werden aus 1,3-Diacylglycennen m zwei 
Se^ Aminierung) in an sich bekannter Weise erhalten. Verb.ndungen mit Etherketten werden 

zweckm^ an sich bekannter Weise uber 1,2-Dialkyl- oder 1,3-Dialkoyl-glycenne erhalten; auch h.er 

erfolgtdieReaktioninzweiStufenubereineMesyherungundAminierung. 

Zur Herstellungf der 1,2-Dipalmitoyl-Derivate verfahrt man beispielhaft wie folgt: 

Dialkoylverbindungen 

3-Brom- 1,2-propandiol (0,1 Mol), Olsaure (0,12 Mol) und 4-Dimethyl-aminopyridin (0,02 Mol) werden in 200 ml 
Tetrahydrofuran gelost. Bei 10 bis 20*C wird unter kraftigem Ruhren eine Losung von Dicyclohexylcarbodiimid 
(0 12 Mol) in 200 ml CH 2 C1 2 eingetropft. Nach 2 Stunden ist die Acylierung beendet Man M trier t geb.ldeten 
ScycloSexyiharnstoff ab und entfernt das Losungsmittel im Vakuum. Das Produkt w.rd durch Chromatographie 
gereinigt (siehe dazu Verbindungen der Gruppe B, Acylierung). Man erhalt 3-Brom-dtpaimitoyl-propandiol-(U) 
in 85- bis 95%iger Ausbeute. 
C35H 6 7Br0 4 (631.821) 
ber.(%): 
20 C 66,54, H 10,69; 
get (%): 
C 66,46, H 10,61. 

Aminoverbindungen 

3-Brom-dipalmitoyl-propandiol-(l,2)(0,l Mol) wird in 500 ml eines Losungsmittelgemisches - CHCI 3 /2-Pro- 
panol/250/o waQriger Ammoniaklosung 100 : 400 : 100 (V/V) - fur 24 Stunden a 50°C erwarmt Das Losungs- 
Ltd wird im Vakuum abgezogen und der Ruckstand mit 300 ml CHCI 3 , 300 ml 0,5 N HC1 und 400 ml Methanol 
versetzt Man schuttelt gut durch und trennt die untere Phase ab. Nach Entfernen des Losungsmitte s wird an 
Kieselgel 60 (Merck 0,2-0,5 mm) chromatographiert. Zur Chromatographic werden Losungsmittelgemische 
verwendet: CHCI3/CH2OH/H2O 500 : 500 : 40 (V/V). Die Ausbeute an l,2-Dipalmitoyl-propandioK1.2).3-ami- 
nO'hydrochloridbetragtetwa60°/o,bezogenaufdas3-Bromo-Derivat T - pf , 

Entsprechend werden N-Methylaminohydrochloride, N,N-Dimethylammohydrochioride, N^N-Tnmethy- 
lammoniochloride dargestellt, indem 0,1 Mol der Ausgangsverbindung in 600 ml ernes Gemisches aus 
CHCl 3 /2-Propanol/40%ige waBrige Methylamuv, Dimethylamin- oder Tnmethylamin-Losung 100:400:100 
(V/V) fur 24 Stunden auf 50° C erwarmt werden. Die Aufarbeitung erfolgt wie fur den Umsatz mit Ammoniak 

*\n diesem Losungsmittelgemisch konnen auch andere Amine zu entsprechenden positiv geladenen Lipiden 
umgesetzt werden, z. B. Dimethylaminoethanol usw. (siehe dazu auch die Liste der dargestellten Substanzen). 
Nach dem vorstehend angegebenen Verfahren wurden die Verbindungen Nr. 15 bis 22 hergestellt. 

15) l,2-Dipalmitoyl-propandiol-(l,2)-3-aminohydrochlorid 
C35H70CINO4 (604.4) 

ber. (%): 
45 C 69,55, H 11,67, N 2,32; 

gef. (0/0): 

C 69,41, H 11,63, N2,26. 

16) K2-Dioleoyl-propandiol-(l,2)-3-N,N,N-trimethylammonium«chlond 
C42H80CINO4 (698.6) 

50 ber.(°/o): 

C 72,22, H 11,54, N 2,01; 
gef. (%): 

C 72,03, H 11,48, N 1,89. 

17) l,2-Dihexadecyl-propandiol-(l,2)-3-N,N,N-trimethylammonium-chlond 
55 C38H80CINO2 (618.5) 

ber. (%): 

C 73,79, H 13,04,2N2,27; 
gef. (%): 

C 73,65, H 13,01, N2,15. 
60 18) l^-Dipallmitoyl-propandiol^l^^-N.N^-trimethylammonium-chlond 

C35H76CINO4 (646.5) 

ber. (%): 

C 70.60, H 11,85, N2.17; 
gef. (%): 
65 C 70,38. H 11,76. N2,ll. 

19) l.2-DipaImitoyl-propandiol-(l,3)-3-N,N-dimethylaminohydrochlond 

C37H74CINO4 (632.5) 
ber. (%): 
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C 70.27, H 11,79, N 2,22; 
gef. (%): 

C 70,21, H 11,72, N2.19. 

^ 0) u 2 ^^^o y i; propandio, " {I - 2) " 3 " N ' N - dimeth y |N 

<-39He2CINC>3 (648.5) 
ber. (o/o) : 

C 72,23. H 12,75, N2.16; 
gef. (o/o): 

C 72,11, H 12,66, N2,09. 
ber. (o/o): 

C 70.89, H 11,35, N 1,92; 
gef. (%): 

C 70,64, H 11,31, N 1,89. 

<-43H86<-INOj (700.6) 
ber. (%): 

C 73,72, H 12,37, N 2,00; 
gef. (o/o): 

C 73,68, H 12.25, N 2,02. 
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Herstellung von erfindungsgemaBen Leerliposomen 
stelU Werde " Tabe " e 1 angegebenen erfindungsgemaBen Liposomen PPGPC/NVChol (50/10/40) herge- 

j2;F^T 0m T Ch,0nd(1 u MO,) " nd Cholesterin (^Mo.) werden inSOml CH Cl 2 oder 50 ml CHCU 
unter Erwarmen gelost. urn eine homogene Vermischung der drei Komponenten zu erreichen Das LsTunismi 
tel w.rd ,m Vakuum entfernt und der feinverteilte Lipidfilm mit 250 ml waBriger pSe S Sun r (es tonnS™ e 

tanSSf R t VenVe rn Kf e " L6 ! Ungen eingCSe,Zt werden > versetzt - Anschliefifnd halt man das GemX unte5 
langsamer Rotat.on 60 Minuten be, 50°C(im allgemeinen etwa 5°C uber der Hauptumwandlungstemperatur de r 

SnriLa n^'k^K ^P^"^™ 0 " wird die Druckzelle einer French-Press (Firma Amico Silver 

STXhY } uberfuhrt - D,e French-Press besteht aus einer hydraulischen Presse und einer StaXXuckzelle 

die nun fur die versch.edenen Experimente zur Verfugung stehen Liposomen. 
tiertrerdeS 0 " erfindungsgemaBen Liposomen mit einem wasserloslichen Wirkstoff, der zur Leber transpor- 

unter Erwarmen gelost. urn eine homogene Vermischung der drei Komponenten zu eTre chen , Das LoTunSnS * 
Snnln X nh "7 '"f^ U " d ,? er feinverteiIte Lipidfilm mi, 250ml waBrige ^^SrtS^SSS 

sener MAF von eingeschlossenem MAF sauber abeetrenn \Zt tlrl! ' ndungsgemaBen ^'Posomen e.ngeschlos- 
men ein deutlich gfringeres E.utionsvolumen a^n ^ 

werden zur Verwendung aufkonzentriert und steril filtriert MAF (MW 30 000). D.e Liposomen 
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CH 2 — O— R, 
I 

CH — O — R 2 

(CH — O — R) n 
I 

CH 2 — Rj 



10 R, d Alkoyl Oder Alkyl mil je 14 bis 18 C-Atomen, Oleoyl oder Oleyl bedeutet, 

R 2 die Seiche Bedeutung wie R, besitzt (R, aber nicht gleich R 2 se.n muB) und auQerdem PNN 



O CH, CH 3 

I | 
pNN = _p_Q — CH 2 — CH 2 -N+ — CH 2 -CH 2 — N + -CH, 



CT 

oderGly 

O 

Gl y = — C — CH 2 — CH 2 — A* 
worin 



CH, CH, 



WUI 111 , 

a NH. + -NH 2 CH 3 + , -NH(CH 3 ) + 2 ( N(CH 3 ) + 3bedeutenkann, 

R eine der fur R,.R 2 oder R 3 angegebenen Bedeutungen besitzt, und 

n ete ganze Zahl von 0 bis 3 bedeutet, mit der MaBgabe, daB das Molekul eine der genannten Gruppen m,t 
positiver Ladung enthalt. 

2 LiDosomen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB in Formel (I) n 0 ist 

3. L,?osomen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet. daB sie 1 bis 30 Mol-% e.ner Verbindung 

J^SSSffSrtSi, der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet. daB sie 5 bis 15 Mol-% einer 

J^S^^^I^ von Lebererkrankungen. entha.tend einen oder mehrere Wirk- 
stoffe, die zur Leber transportiert werden sollen und in Liposomen e.ngeschlossen sind, 
dadurch gekennzeichnet. daB die Liposomen mindestens t Mol-% an eme pos.t.ve ^berschuBladung 
aufweisenden Verbindungen der allgemeinen Formel (1) nach Anspruch 1 enthalten. worm R„ R 2 . R 3 , R und 
n die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung besitzen. ,m„n;„. 
6 Arzneimiuelzubereitung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. daB in Formel (I) nOist. 

7'. Arzneimittelzubereitung nach Anspruch 5 oder 6. dadurch gekennzeichnet, daB die Liposomen 1 bis 30 
Mol-% einer Verbindung der Formel (I) enthalten. ; „„ c „ m „ n * 

8. Arzneimittelzubereitung nach einem der Anspruche 5-7 dadurch gekennzeichnet. daB d.e Liposomen 5 
bis 15 Mol-% einer Verbindung der Formel (I) enthalten. 

9 Verwendung einer Verbindung der in Anspruch 1 angegebenen allgemeinen Formel (I), worm R, R 2 . K 3 , 
R und n die in Anspruch 1 oder 2 angegebene Bedeutung besitzen, zur Herstellung ernes Arzneim.ttels zur 
Behandlung von Erkrankungen im Bereich der Leber. 

10 Verfahren zur Herstellung von Liposomen nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB man mindestens 1 Mol-% einer Verbindung der allgemeinen Formel (1) zusammen mit den we.teren 
LiposomenKomponenten in einer Menge, die zusammen mit der Verbindung der allgemeinen Formel (I) 
100 Mol-% ergibt. in eine Lipidsuspension uberfiihrtdie Lipidsuspension vortempert und die so vorgetem- 
perte Lipidsuspension dann durch Pressen und Zentrifugation in an sich bekannter Weise in die Liposomen 

"Verfahren zur Herstellung einer Arzneimittelzubereitung nach einem der AnsprOche 5 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet. daB man nach dem Verfahren gemaB Anspruch 10 zur Herstellung der erf.ndungsgemaBen 
Liposomen die mindestens 1 Mol-% einer Verbindung der allgemeinen Formel (1) enthalten arbeitet, und 
zum EinschluB wasserunloslicher Wirkstoffe den Wirkstoff zusammen mit den Lipiden lost, und zum 
EinschluB wasserloslicher Wirkstoffe den Lipidfilm mit einer waBrigen Pufferlosung versetzt, die den 
wasserloslichen Wirkstoff enthalt. 
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